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下に抑えられるため､電子顕微鏡下での観察に影響がない(Dubochet et al. 1988､村田2001)｡藻類
細胞の急速凍結固定は主に液体プロパンに試料を投入する方法が採用されているが､この場合､良好
な硝子様凍結状態の領域は表層からおおよそ10〃m程度である｡加圧凍結固定は､圧力をかけること
で水晶形成を遅らせようとする手法である｡ 2,100barの圧力下で凍結することにより､ 100-500℃ /秒
程度のスピードで凍結された範囲まで良好な硝子様凍結状態の領域が広まる(Studer et al. 1989､村田
2001)｡したがって､陸上植物や多細胞性の藻類を電子顕微鏡で観察する際には､加圧凍結装置を使用
することができる研究環境においては､加圧凍結固定をまずは試すことになるだろう｡実際､ 1990年
代以降､多数の植物細胞の加圧凍結が試みられてきた(Kiss et al. 1990､ Staehelin et al. 1990､ Kaneko









C. vulgan's IAM C-536は東京大学分子細胞生物学研究所IAMコレクションから入手した｡培地に
はTAP培地(Sugiyama et al. 1998)を用い､連続明期(15 〟 mol photons m~2 S~1)23℃で培養した｡
グルタール･オスミウム二一着此学尿宕
培養した細胞を3,300g､ 1分間の遠心で回収し､ 2.5%グルタールアルデヒド含有0.0025Mリン酸横
衝液で2時間前固定した｡ 0.0025Mリン酸緩衝液で20分ずつ3回洗浄した後､ 1 %四酸化オスミウム
含有0.0025Mリン酸破衝液で2時間後固定した｡ 0.0025Mリン酸破衝液で20分ずつ3回洗浄した後､エ







%､ 80%､ 90%､ 95%)で20分ずつ脱水し､無水エタノールに置換した｡さらに､無水エタノール:


























パー樹脂の濃度を2､ 4､ 6､ 8､ 12.5､ 25､ 50､ 75%と数時間おきに上昇させ､最後には100%スパー樹
脂に置換し､垂合した｡超薄切片(0.06-0.07Llm)はダイアモンドナイフを用いてウルトラミクロトーム
(Leica Ultracut UCT､ Leica Mikrosystems)で作製し､フォルムバールでコートした銅グリッドに載
せた｡その後､切片は3%酢酸ウランで室温2時間､クエン酸鉛で10分間電子染色し､蒸留水で洗浄
後､透過型電子顕微鏡(H-7600､ Hitachi Co.､ Tokyo､ Japan) 100kVで観察した｡
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